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敦煌医方大补脾汤对胃癌的体外活性及其配伍规律的

计算机辅助药物设计分析
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摘要: 基于计算机辅助药物设计结合复杂网络分析的研究体系, 分析敦煌大补脾汤防治胃癌的潜在作用机制, 并

通过功效分组探讨其组方规律的科学内涵。通过细胞实验研究大补脾汤冻干粉溶液对胃癌细胞增殖活性的影响; 利

用TCMSP、TCMID数据库收集大补脾汤化合物成分, Swiss Target Prediction预测化合物潜在作用靶标, DrugBank、

GeneCards、TTD、DisGeNET收集胃癌的潜在作用靶标, 通过STRING数据库分析潜在作用靶点的蛋白互作。DAVID

数据库进行KEGG富集分析; 根据功效特点将大补脾汤分为温中组 (干姜)、益气组 (人参、甘草、白术)、养阴组 (麦冬、

五味子) 和降逆组 (旋覆花) 4个功效配伍组, 利用Cytoscape分别构建“药味-潜在活性成分-关键靶点”网络, 分析功效

分组配伍规律的科学内涵; 采用Schrödinger软件进行核心成分和核心靶点的分子对接验证, 并通过结合模式分析和结

合自由能计算挖掘大补脾汤发挥防治胃癌作用的物质基础, 通过分子动力学模拟从动力学角度分析核心成药性靶点

与代表潜在化合物的相互结合模式。细胞实验证实大补脾汤冻干粉溶液能够下调AGS胃癌细胞线粒体膜电位, 使细

胞周期被阻滞在G0/G1期 (P < 0.05), 抑制其增殖 (P < 0.05)。大补脾汤所含4个功效组富集的通路主要分布于机体能

量代谢、炎症-免疫系统调节和周期-凋亡功能3个模块, 各模块间通过共有靶标基因联结又各有侧重。分子对接结果

显示, 化合物甘草素、槲皮素、山柰酚、异鼠李素、麦冬高异黄酮A等可能是大补脾汤起效的多靶点成分; 雌激素受体1、

雄激素受体、ATP结合盒转运蛋白亚家族G2、表皮生长因子受体、糖原合酶激酶3β等靶点与各个潜在活性化合物之间

的亲和力较好, 可能是大补脾汤防治胃癌的潜在作用靶点, 其中山柰酚与成药性靶点EGFR有较好结合能力, 具有较

好的结合稳定性。本研究基于计算机辅助药物设计结合复杂网络分析策略初步揭示了大补脾汤辅助防治胃癌的物质

基础和分子机制, 并探讨了大补脾汤不同功效组协同防治胃癌的科学内涵, 为其临床应用提供化学生物信息学依据。
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analysis, the potential mechanism of Dunhuang Dabupi Decoction in preventing and treating gastric cancer (GC) is

analyzed, and the scientific connotation of its prescription rules is explored through the efficacy grouping. To study

the effect of Dabupi Decoction freeze-dried powder solution on the proliferation activity of gastric cancer cells

through cell experiments; the TCMSP and TCMID databases were used to collect the compound components of

Dabupi Decoction. Swiss Target Prediction is used to predict potential targets of compounds. DrugBank, GeneCards,

TTD, and DisGeNET were used to collect potential targets for gastric cancer. Analyze protein interactions of

potential targets through the STRING database. DAVID database was used for KEGG enrichment analysis; Dabupi

Decoction was divided into Wenzhong group (dried ginger), Yiqi group (ginseng, licorice, Atractylodes

macrocephala), nourishing Yin group (Ophiopogon japonicus, Schisandra) and Jiangni group according to its

efficacy characteristics. The inverse group (inula) has 4 functional compatibility groups. Cytoscape was used to

construct a network of "medicinal flavor-potential active ingredient-key target" respectively, and the network was

used to analyze the scientific connotation of the compatibility of efficacy groups. The Schrödinger software was

used to verify the molecular docking of the core components and the core targets. The material basis of the Dabupi

Decoction to prevent and treat gastric cancer was discovered through the combination of pattern analysis and

combined free energy calculation. The core drug was analyzed from the perspective of dynamics through molecular

dynamics simulation. Potential targets and representative potential compounds interact with each other. Cell

experiments confirmed that Dabupitang freeze-dried powder solution can down-regulate the mitochondrial

membrane potential of AGS gastric cancer cells, block the cell cycle in the G0/G1 phase (P < 0.05), and inhibit its

proliferation (P < 0.05). The pathways enriched by the four functional groups contained in Dabupi Decoction are

mainly distributed in the body's energy metabolism, inflammation-immune system regulation, and cycle-apoptotic

functions. Each module is connected by a common target gene and has its own focus. The results of molecular

docking showed that the compounds liquiritigenin, quercetin, kaempferol, isorhamnetin, methylophiopogonanone

A, etc. may be the effective multi-target components of Dabupi Decoction. Estrogen receptor 1, androgen receptor,

ATP-binding cassette superfamily G member 2, epidermal growth factor receptor, glycogen synthase kinase-3 beta

and other targets have good affinity with each potential active compound, which may be a potential target of

Dabupi Decoction for preventing and treating gastric cancer. Among them, kaempferol and the drug target EGFR

not only have good binding ability, but also have good binding stability. This study is based on computer-aided

drug design combined with complex network analysis strategies to initially reveal the material basis and molecular

mechanism of Dabupi Decoction in the prevention and treatment of gastric cancer. It also explores the scientific

connotation of Dabupi Decoction in the prevention and treatment of gastric cancer with different efficacy groups,

and its clinical application provide chemical bioinformatics basis.

Key words: Dunhuang Dabupi Decoction; gastric cancer; network pharmacology; computer-aided drug design;

molecular mechanism; compatibility of prescriptions

胃癌是常见的消化道恶性肿瘤, 在我国居恶性肿

瘤死因第 3位[1], 胃癌 5年生存率不足 50%[2]。目前, 针

对胃癌临床上主要的治疗方法为手术和化疗, 对正常

组织细胞有明显的物理和化学损伤, 且治疗效果仍不

理想[3]。胃癌病机复杂多变, 主要以脾胃虚弱为本, 气

滞、血瘀、痰凝、毒结为标, 由于气血津液生化乏源或过

用克伐津液之化疗药物, 导致正气亏虚、升降失职, 阴

津亏损、燥热内生, 因此治则当以健脾温中, 益气养阴。

敦煌医学是敦煌学的一个分支, 所包含的敦煌医

方和诊疗技术独具特色。敦煌医方大补脾汤由具有温

中功效的干姜, 有益气功效的人参、甘草、白术, 具有养

阴功效的麦冬、五味子和具有降逆功效的旋覆花组成。

该方源自《辅行诀五脏用药法要》“治脾气大疲, 饮食不

消, 时自吐利, 其人枯瘦如柴, 立不可动转, 口中苦干

渴, 汗出, 气急, 脉微而时结者方[4]”。有文献[5,6]报道,

大补脾汤能够防护放射性肺损伤和顺铂诱导的肝肾毒

性。基于敦煌医学“辅行诀”理论体系配伍的大补脾汤

既注重温中健脾, 也强调滋养胃阴, 既能补中益气, 也

配以降逆止呕。因此, 大补脾汤具有恢复胃癌手术或

化疗患者脾胃虚衰症状的对应功效, 存在辅助胃癌治

疗的理论基础, 具有进一步挖掘的潜在价值。

目前, 仍然缺乏大补脾汤防治胃癌物质基础和作

用机制的系统性挖掘研究, 并且对于大补脾汤的组方

规律尚不清楚。本研究拟通过计算机辅助药物设计结

合复杂网络分析的研究体系, 探究大补脾汤基于“益气

养阴、温中健脾”防治胃癌的活性成分、潜在作用靶点

及作用机制, 即其起效的化学信息和生物信息, 初步尝

试利用现代科学语言解释敦煌医方大补脾汤组方规律
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的科学内涵。

材料与方法

细胞来源及培养 人胃癌 AGS细胞株购自上海

中乔新舟生物科技有限公司。细胞培养液用含有 10%

胎牛血清的 1640培养基。细胞置于 37 ℃、5% CO2, 饱

和湿度细胞培养箱内培养。取 P4代对数生长期内细

胞进行实验。

药 物 与 试 剂 1640 培 养 基 (Hyclone 公 司 ,

AF29520450), 胎牛血清 (BI公司, 1919555), 周期试剂

盒 (联科生物公司, A00114), CCK8细胞增殖检测试剂

盒 (MCE 公司 , HY-K0301), JC-10 细胞线粒体膜电位

(MMP) 活细胞荧光染料 (美国AAT公司, 2191362)。

大补脾汤冻干粉溶液的制备: 人参 15 g, 炙甘草

15 g, 干姜 15 g, 白术 5 g, 麦门冬 5 g, 五味子 5 g, 旋覆

花 5 g, 共65 g, 购自甘肃中医药大学附属医院。用0.5 L

蒸馏水煮沸至少 1 h, 提取水煎液, 然后用滤纸过滤, 将

滤液放入冷冻干燥机内冻干。大补脾汤冻干提取物的

提取率约为 30%。冻干粉在使用前溶于蒸馏水, 然后

用0.22 µm注射器过滤器过滤。

主要仪器 光学显微镜 (日本Olympus, IX51), 激

光共聚焦显微镜 (Olympus, IX81), 流式细胞仪 (美国BD

公司, FACS CelestaTM), 二氧化碳培养箱 (美国 Thermo,

SKYJH-1112), 酶标仪 (美国BioTek公司, Epoch), 冷冻

干燥机 (EYELA公司, PD-551)。

显微镜观察细胞形态变化 取对数生长期细胞,

用完全培养基将细胞浓度调整为每毫升 1×105个加入

6孔板中, 在待细胞融合度达到 60%～70%时, 分别以

0、100、200、300 μg·mL-1浓度的大补脾汤冻干粉溶液

对AGS胃癌细胞进行干预, 并于 24 h后在倒置显微镜

下观察细胞形态的变化。

CCK8 法检测细胞增殖能力 取对数生长期细

胞, 用完全培养基将细胞浓度调整为每毫升5×103个接

种于 96孔板常规培养, 待细胞贴壁后, 分别以 0、100、

200、300 μg·mL-1浓度的大补脾汤冻干粉溶液对细胞

进行干预, 每组 5个复孔, 于 24 h进行细胞增殖能力检

测。在 24 h终止培养, 每孔加入 10 μL CCK8溶液, 在

培养箱中避光孵育 1 h, 在 450 nm处用全波长酶标仪

检测各组细胞的吸光度值, 并比较各组细胞的吸光度

值变化。

流式细胞术检测细胞周期 各组细胞完成24 h干

预后, 用胰酶消化成细胞悬液, 用PBS清洗, 1 500 r·min-1

离心 5 min, 弃上清后, 再次加入PBS混匀清洗后离心,

将清洗后的细胞混匀液转入流式上样管, 同时加入破

膜剂和PI染液, 避光 15 min后通过流式细胞仪检测细

胞周期。

激光共聚焦显微镜观察细胞线粒体活性 以每毫

升 1×104个浓度的细胞悬液接种于共聚焦专用小皿中,

分别以 0、100、200、300 μg·mL-1浓度的大补脾汤冻干

粉溶液对细胞进行干预。24 h后用 PBS清洗, 并加入

JC-10线粒体膜电位荧光染料, 37 ℃避光孵育 30 min

后, 于激光共聚焦显微镜下以 488和 594 nm波长观察

细胞并拍照。

大补脾汤组方理论与功效组的划分 配伍研究是

中药方剂研究的重要环节, 大补脾汤可治疗脾气大衰

之证, 方中人参微温大补元气, 健脾益肺, 生津, 为君

药; 甘草补脾益气, 助君药大补元气之功, 干姜温中散

寒, 为臣药; 麦门冬、五味子养阴生津, 旋覆花下气化

痰, 降逆复平, 三者共用为佐药; 白术性温归脾、胃经,

健脾益气, 引药力直达中焦, 助君药益气健脾, 为使药。

诸药合用, 共奏益气养阴、温中回阳之功。其治疗要点

除温中回阳之外, 还治其阳损及阴, 补阴以益阳。围绕

该方核心功效, 将大补脾汤药味分为益气组 (人参、甘

草、白术)、温中组 (干姜)、养阴组 (麦冬、五味子) 和降

逆组 (旋覆花) 4个功效组。

大补脾汤的性味归经网络 构建“中药-归经、中

药-四气、中药-五味”网络图, 在《中国药典》中收集大

补脾汤所含药味的性味归经信息, 在Cytoscape3.7.2中

构建网络交互图。

大补脾汤潜在活性成分收集与候选靶标预测 利

用中药系统药理学分析平台 TCMSP (http://tcmspw.

com/tcmsp.php), 以“白术”、“甘草”、“干姜”、“人参”、

“北五味子”、“旋覆花”为关键词检索大补脾汤各药味

化合物成分, 设置筛选标准OB ≥ 30%和DL ≥ 0.18的

化学成分作为有效成分。对于TCMSP数据库未收录

的麦冬 , 利用 TCMID 数据库 (http://www.megabionet.

org/tcmid/) 收集化合物成分, 并用Lipinski规则进行筛

选。利用 Swiss Target Prediction (http://www.swisstar‐

getprediction.ch/) 预测大泻脾汤中有效成分的作用靶

点, 设置属性为“Homo sapiens”, 收集 probability > 0的

靶点。

胃癌相关靶标获取 以“gastric cancer”为关键词,

在 TTD (http://db. idrblab. net/ttd/)、DrugBank (https://

www.drugbank.ca/)、GeneCards (https://www.genecards.

org/) 及 DisGeNET (https://www.disgenet.org/) 数据库

检索相关靶点信息, 其中GeneCards数据库以 relevance

score ≥ 20为筛选标准, DisGeNET数据库以score值 > 0.1

为筛选标准, 整合 4个数据库检索结果并删除重复靶

点, 获得胃癌疾病相关靶点。

蛋白质-蛋白质相互作用 (PPI) 网络构建 分别
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将益气组、温中组、养阴组和降逆组及全方的化合物候

选靶点与胃癌相关基因集导入 Venny 2.1.0进行韦恩

分析, 获得二者的共有基因, 并利用STRING数据库进

行 PPI分析, 物种选择“Homo sapiens”, 设置蛋白互作

综合得分 (interaction score) > 0.9。利用Cytoscape3.7.2

软件进行可视化分析 , 对网络中节点的拓扑特征值

(连接度、介度、紧密度) 进行计算, 筛选三者均大于相

应中位数的节点作为大补脾汤各功效组及全方为 PPI

网络中大补脾汤防治胃癌的关键靶点 , 用于后续

KEGG富集分析研究。

大补脾汤防治胃癌关键靶点 KEGG通路富集分

析 利用生物学信息注释数据库 (DAVID) 分别对将

PPI分析获得的益气组、温中组、养阴组和降逆组及全

方的关键靶点进行基因组百科全书 (KEGG) 信号通路

分析 (P < 0.05)。

“药味-潜在作用成分-关键靶点”网络构建 采用

Cytoscape 3.7.2软件分别构建大补脾汤各功效组及全

方“药味-潜在作用成分-关键靶点”网络, 建立可视化

网络图。针对全方拓扑网络筛选连接度、介度、紧密度

均大于其中位数的化合物成分与靶点为大补脾汤防治

胃癌的核心成分和核心靶点, 用于分子对接验证。

分子对接 本研究选择“药味-潜在作用成分-关

键靶点”网络度值排名前 10的核心靶点与前 20个核心

成分进行了分子对接, 包括雌激素受体 1 (ESR1, PDB

ID: 5ACC)、雄激素受体 (AR, PDB ID: 4OLM)、表皮生

长因子受体 (EGFR, PDB ID: 6DUK)、细胞周期蛋白依

赖性激酶 2 (CDK2, PDB ID: 3PY0)、细胞周期蛋白依

赖性激酶 1 (CDK1, PDB ID: 4Y72)、细胞周期蛋白依

赖性激酶 4 (CDK4, PDB ID: 2W96)、ATP 结合盒转运

蛋白亚家族G2 (ABCG2, PDB ID: 6FFC)、糖原合酶激

酶 3β (GSK3B, PDB ID: 3L1S)、激 酶 插 入 域 受 体

(KDR, PDB ID: 3VNT)、雌激素受体 2 (ESR2, PDB ID:

2GIU)。使用 Schrödinger软件的 PrepWiz模块对受体

进行预处理。使用 Glide 的标准精度方法 (standard

precision, SP) 进行分子对接。将化合物小分子结构用

LigPrep进行处理, 运用OPLS_2005力场得到相应的低

能构象。Epik28以 pH值为 7.0 ± 2.0为条件分配电离

状态并进行对接计算。

MM/GBSA结合自由能计算 结合自由能常被用

于表示受体和配体之间的结合强度。计算受体-配体

之间的结合自由能对于评价分子的活性有重要的意

义。本研究在网络药理学及分子对接的基础上, 对核

心靶点与其对应成分进行结合自由能计算, 深层次地探

究核心靶点与对应的核心成分之间结合亲和力的差异。

本研究采用 Prime程序中MM-GBSA方法进行结合自

由能估算。公式: DG bind = E_complex (minimized) -

E_ligand (minimized) - E_receptor (minimized)。

分子动力学模拟 使用 Schrödinger 软件中的

Desmond模块进行分子动力学模拟, 从动力学角度分

析蛋白与潜在化合物的相互结合模式。将蛋白-配体

复合物周围建立边长为10 Å的TIP3P周期性显性水模

型的立方体水盒子。体系中加入抗衡离子中和蛋白质

所带电荷, 得到电中性的环境。采用OPLS_2005力场

进行能量计算。使用 Desmond默认参数设置程序实

现体系能量最小化和体系弛豫过程。采用NPT系统

对复合物结构进行动力学模拟。温度耦合方法为

Nose-Hoover, 模拟温度弛豫时间为 1 ps。压力耦合方

法为Martyna-Tobias-Klein, 弛豫时间为 2 ps, 模拟压力

为1.013 25 bar。模拟时间为50 ns, 轨迹间隔为10 ps。

统计学分析 应用 SPSS 21.0统计软件分析。结

果采用均数 ± 标准差 (x̄ ± s) 表示, 多组间均数的比较

采用 one-way ANOVA, 两两比较采用最小显著法

(LSD) 检验, P < 0.05为差异有统计学意义。

结果

1 大补脾汤对AGS胃癌细胞增殖活性的影响

1.1 大补脾汤对AGS胃癌细胞形态的影响 以AGS

人胃癌细胞作为研究对象, 为观察大补脾汤对胃癌细

胞形态是否具有影响作用, 各组细胞在不同浓度的大

补脾汤冻干粉溶液干预24 h后于倒置显微镜下进行形

态观察, 与对照组相比, 300 μg·mL-1组有少量细胞出

现变圆、变亮变化 , 其余各组细胞无明显形态差异

(图1A)。

1.2 大补脾汤对AGS胃癌细胞增殖能力的影响 快

速增殖是肿瘤细胞的关键特征, 本研究欲进一步检测

大补脾汤是否具有抑制胃癌细胞快速增殖的能力。通

过 CCK8法检测大补脾汤冻干粉溶液干预 AGS 细胞

24 h后增殖能力, 与对照组相比, 仅 300 μg·mL-1浓度

大补脾汤冻干粉溶液干预后细胞增殖减慢, 差异有统

计学意义 (P < 0.01, 图 1B)。以上结果提示, 大补脾汤

具有抑制AGS细胞增殖的作用, 300 μg·mL-1浓度是大

补脾汤冻干粉溶液抑制AGS细胞增殖的有效浓度。

1.3 大补脾汤对AGS胃癌细胞周期的影响 为验证

大补脾汤对胃癌细胞增殖的抑制作用, 本研究进一步

检测了大补脾汤冻干粉溶液对AGS胃癌细胞周期的

影响。与对照组相比, 200和 300 μg·mL-1浓度大补脾

汤冻干粉溶液干预后细胞G0/G1期细胞比例升高, 而S

期细胞比例降低, 差异有统计学意义 (P < 0.05), 以上

结果证实, 大补脾汤冻干粉溶液能够通过使AGS细胞

阻滞在G0/G1期, 进而抑制其增殖 (图2)。
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1.4 大补脾汤对 AGS 胃癌细胞线粒体活性的影响

线粒体是维持细胞增殖活力和周期的最主要细胞器,

线粒体膜电位是判断线粒体活性的重要指标, 线粒体

膜电位的下降是细胞线粒体活性减弱的标志。本研

究通过 JC-10 线粒体膜电位荧光染料观察线粒体膜

电位变化, 即在线粒体膜电位较高时, JC-10聚集在线

粒体的基质中 , 形成聚合物 , 产生橙红色荧光 (检测

波长为 594 nm), 在线粒体膜电位较低时 , JC-10 不能

聚集在线粒体的基质中, 为单体, 产生绿色荧光 (检测

波长为488 nm)。与对照组相比, 200和300 μg·mL-1浓度

的大补脾汤冻干粉溶液干预后细胞线粒体膜电位明显

降低 (图3)。以上结果均提示, 大补脾汤可以降低胃癌

细胞线粒体活性, 起到抑制胃癌细胞增殖的作用。

2 大补脾汤--四气、五味和归经的特点分析

本研究通过上述研究验证其能够抑制AGS胃癌

细胞增殖, 但鉴于大补脾汤由多药味组成而具有不同

的功效特点, 本研究进一步基于中医理论对方中各药

物的四气、五味和归经的特点进行总结, 归纳出其在

性、味、归经方面的组方规律。在构建大补脾汤“中药-

四气”网络中, 大补脾汤中人参、白术、旋覆花、五味子

均为温药, 麦冬性寒, 干姜性热, 甘草性平; 在构建大补

脾汤“中药-五味”网络中, 五味子为酸味, 白术为苦味,

甘草、麦冬和人参属甘味, 干姜为辛味, 旋覆花为咸味;

构建大补脾汤“中药-归经”网络发现大补脾汤中麦冬、

白术、旋覆花和干姜归胃经, 五味子和干姜都归肾经,

人参、白术、干姜和甘草归脾经, 五味子、人参和甘草归

Figure 1 The effect of Dabupi Decoction (Dbp D) freeze-dried powder solution on the morphology and proliferation of AGS cells. A: The

effect of Dbp D freeze-dried powder solution on the morphology of AGS cells. Scale bar = 10 μm; B: The effect of Dbp D freeze-dried

powder solution on the proliferation of AGS cells. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs control group (0 μg·mL-1)

Figure 2 The effect of Dbp D freeze-dried powder solution on AGS cell cycle. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05 vs control group
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胃经, 麦冬、人参、旋覆花、甘草、五味子和干姜归肺经。

以上分析结果提示, 大补脾汤以温性药物为主, 辅以寒

性和热性药; 全方五味俱全 , 多为甘味药 , 性味平和;

主要归脾、胃、肺经, 脾为脏, 胃为腑, 肺为脾之子脏, 提

示大补脾汤中药物的归经方面具有调节脾胃疾病的理

论支撑。大补脾汤主治胃癌正气亏虚, 阴津亏损, 方中

药物在性、味、归经方面具有相应的调节特点, 因此具

有治疗胃癌的中医理论基础。

3 大补脾汤的潜在活性成分与潜在靶点

结合细胞实验验证和大补脾汤治疗胃癌性、味、

归经特点的探讨, 本研究进一步对方中药物进行不同

功效分组, 以期探讨本方的配伍规律和发挥不同功效

的科学内涵。首先筛选出方中不同功效分组药物的

潜在活性成分和靶点, 并分析其发挥多功效作用可能

的物质基础和机制。全方共收集到 159 个潜在活性

成分 (去重), 其中益气组成分 97个、温中组成分 15个、

养阴组成分 35 个和降逆组成分 18 个。通过 Swiss

Target Prediction 数据库预测全方化合物潜在靶点共

1 079个 (去重), 其中益气组化合物靶点 854个、温中

组化合物靶点 534个、养阴组化合物靶点 643个和降

逆组化合物靶点 577个。益气组、温中组、养阴组、降

逆组化合物潜在靶点分别与胃癌疾病相关潜在靶点

的共有靶点为 165、110、133 和 115 个 , 大补脾汤全方

与胃癌疾病相关靶点的共有靶点 193 个 , 其中益气、

养阴组潜在起效靶点更多, 可能是大补脾汤防治胃癌

的主要功效。以拓扑网络参数连接度、介度、紧密度

均大于其中位数为标准筛选出益气组、温中组、养阴

组、降逆组及全方成分防治胃癌的关键靶点分别为

50、63、43、35和 77个, 表明各功效组均具有较多的防

治胃癌的潜在靶点, 表明各功效组具有协同起效的生

物学基础。

4 大补脾汤不同功效组的“药味--潜在活性成分--关键

靶点”网络及通路分析

鉴于大补脾汤具有多点显效、协同起效的药效特

点, 因此, 本研究进一步对不同功效分组构建“药味-潜

在活性成分-关键靶点”网络, 以期筛选出不同功效药

物共同发挥抗胃癌作用的潜在活性成分和对应的关键

靶点、通路。构建益气功效组“药味-潜在活性成分-关

键靶点”网络, 得到 50个关键靶点对应 93个潜在活性

成分, 见图 4A。其关键靶点参与的通路主要有 PI3K-

Akt signaling pathway、HIF-1 signaling pathway、MAPK

signaling pathway、T cell receptor signaling pathway、

p53 signaling pathway 等 , 见图 5A。构建温中功效组

“药味-潜在活性成分-关键靶点”, 得到 63个关键靶点

对应15个潜在活性成分, 见图4B。其关键靶点参与的

通路主要有 PI3K-Akt signaling pathway、Ras signaling

pathway、HIF-1 signaling pathway、FoxO signaling path‐

way、carbohydrate digestion and absorption等, 见图 5B。

构建养阴功效组“药味-潜在活性成分-关键靶点”

网络 , 得到 43 个关键靶点对应 34 个潜在活性成分 ,

见图 4C。其关键靶点参与的通路主要有 PI3K-Akt

signaling pathway、HIF-1 signaling pathway、Jak-STAT

signaling pathway、natural killer cell mediated cyto‐

toxicity、apoptosis 等 , 见图 5C。构建降逆功效组“药

味-潜在活性成分-关键靶点”网络, 得到35个关键靶点对

应18个潜在活性成分, 见图4D。其关键靶点参与的通路

主要有 PI3K-Akt signaling pathway、estrogen signaling

pathway、MAPK signaling pathway、Epstein-Barr virus

infection、epithelial cell signaling in Helicobacter pylori

infection等, 见图5D。以上结果提示, 在不同功效分组

的药物潜在活性成分所对应的关键靶点通路中, 既有

差异的信号通路, 起到“多点显效”的作用, 也有相同的

Figure 3 The effect of Dbp D freeze-dried powder solution on the mitochondrial membrane potential of AGS cells. Scale bar = 10 μm
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信号通路, 起到“协同起效”的作用。

5 大补脾汤各功效配伍分组规律及差异性 VENN

分析

中药方剂往往通过多个方向、多个靶点、多个层

次发挥药效作用 , 这些功效组的协同作用对全方起

效具有显著贡献。通过大补脾汤 4 个功效组关键靶

点 KEGG 富集分析 , 筛选 P < 0.05 的通路 , 益气组得

到 111 条通路 , 养阴组得到 110 条通路 , 温中组 95 条

通路 , 降逆组 102 条通路。从数量上看 , 益气组合养

阴组依然排前两位 , 表明潜在干预的生物学通路

更多。

将通路进行韦恩分析 (图6), 结果发现: 温中组、益

气组、养阴组、降逆组的共有通路 91条, 经筛选与胃癌

相关的通路有 12 条 , 包括: FoxO signaling pathway[7]、

VEGF signaling pathway[8]、HIF-1 signaling pathway[9]、

PI3K-Akt signaling pathway[10]等。养阴组、益气组、降

逆组的共有通路 101条, 其中包括与胃癌相关的通路

有mTOR signaling pathway、Toll-like receptor signaling

pathway[11]、MAPK signaling pathway[12]、Jak-STAT sig‐

naling pathway[13]等。养阴组、益气组包含共有通路7条,

其中与胃癌和肿瘤相关的通路有 TGF-beta signaling

pathway[14]、Wnt signaling pathway[15]等。

Figure 4 Network of "drug-potential active ingredient-potential target" grouped by efficacy compatibility. A: Yiqi effect group; B: Wen‐

zhong effect group; C: Yangyin effect group; D: Jiangni effect group
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6 大补脾汤全方“药味--潜在活性成分--关键靶点”网

络及通路分析

基于对不同功效分组药物-潜在活性成分-关键靶

点网络和通路的分析, 本研究进一步与全方的网络和

通路进行对比分析。构建大补脾汤全方“药味-潜在活

性成分-关键靶点”网络, 得到77个关键靶点对应154个

潜在活性成分。其关键靶点参与的通路包括PI3K-Akt

signaling pathway、viral carcinogenesis、HIF-1 signaling

pathway、estrogen signaling pathway、carbohydrate diges‐

tion and absorption等通路。见图 7。针对全方“药味-

潜在活性成分-关键靶点”拓扑网络筛选得到大补脾汤

防治胃癌的核心成分 59个和核心靶点 36个。全方中

所筛选出的关键靶点参与通路包含在各功效分组关键

通路中, 提示大补脾汤全方是基于不同功效的药发挥

抗胃癌作用。

7 大补脾汤防治胃癌核心靶点与核心成分靶向作用

关系的分子对接验证

通过复杂网络分析预测出大补脾汤防治胃癌的潜

在活性化合物和靶点, 但其发挥抗胃癌作用的核心靶点

与核心成分靶向作用仍然需要进一步明确。分子对接是

计算机辅助药物设计的重要手段, 分子对接常用来研究化

合物与网络中关键靶点的交互作用,通常对接分值 ≤ -5表

明有较好的结合活性。选取“药味-潜在活性成分-关

键靶点”网络中度值排名前10的核心靶点与前 20个核

心成分进行了分子对接验证, 对接结果以热图形式呈现,

见图8。结果显示,化合物甘草素 (PubChem CID: 114829)、

槲皮素 (PubChem CID: 5280343)、山柰酚 (PubChem

CID: 5280863)、异鼠李素 (PubChem CID: 5281654)、麦

冬高异黄酮A (PubChem CID: 5319741) 等化合物对各

个靶点的结合活性均较高, 推测可能是大补脾汤起效

的多靶点成分。ATP结合盒转运蛋白亚家族G2 (ATP-

binding cassette superfamily G member 2, ABCG2)、雄激

素受体 (androgen receptor, AR)、表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor, EGFR)、雌激素受体 1

(estrogen receptor 1, ESR1)、糖原合酶激酶 3β (glyco‐

gen synthase kinase-3 beta, GSK3β) 等靶点与各个潜在

活性化合物之间的亲和力较好, 推测大补脾汤通过多途

径发挥药效。由此结果可以看出, 大补脾汤中的成分通

过作用于不同的靶点共同起到防治胃癌的作用, 不同成

分之间需要形成配伍发挥协同增效的作用。同时, 也说

明了靶点反向预测结果及基于靶点反向预测结果得到

的靶点网络、通路分析的可靠性。

8 大补脾汤防治胃癌核心靶点与对应代表性成分的

靶向性分析

8.1 大补脾汤防治胃癌核心靶点与对应代表性成分

的结合模式分析 化合物产生药效的关键是与药物靶

Figure 5 Signal pathway grouped by efficacy compatibility. A: Signal pathways involved in the regulation of potential active components

of Yiqi effect group drugs; B: Signal pathways involved in the regulation of potential active components of Wenzhong effect group drugs; C:

Signal pathways involved in the regulation of potential active components of Yangyin group drugs; D: Signal pathways involved in the regu‐

lation of potential active components of Jiangni group drugs

Figure 6 Diagram of KEGG pathway VENN among the efficacy

groups of Dabupi Decoction
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点是否具有合理的结合模式。为了进一步研究核心靶

点与其对应成分结合模式的合理性[16], 本研究选取了

对接分值较高的 10个核心成分分别与其靶蛋白进行

结合模式分析, 见图 9。由图 9A～D可知, 甘草素与靶

蛋白ABCG2、CDK1、CDK2、GSK3β结合密切, 推测是

甘草素易与蛋白形成氢键及 π-π堆积作用, 如苯环上

的酚羟基与羰基氧分别与残基 THR 435、LEU 83、

ASP 146、HID 84、ASP 145、ASN 64、VAL 135 易形成

Figure 7 The whole prescription of Dabupi Decoction drugs-potential active ingredients-potential targets-pathway network

Figure 8 Heat map analysis of molecular docking fraction
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氢键, 苯环与残基 PHE 439、PHE 67易形成 π-π堆积作

用。红门兰酚与靶蛋白 ESR1、ESR2及六氢姜黄素与

靶蛋白AR、KDR结合密切, 推测是红门兰酚和六氢姜

黄素易与蛋白形成氢键及 π-π堆积作用, 如苯环上的

酚羟基与残基ARG 394、GLU 305、GLU 885、CYS 919

易形成氢键, 苯环与残基PHE 764、PHE 404易形成 π-π

堆积作用, 见图 9E～H。麦冬高异黄酮A、山柰酚分别

与靶蛋白CDK4、EGFR具有良好的亲和性, 化合物与靶

蛋白之间主要形成了氢键作用, 见图9I、J。通过结合模

式分析发现, 核心靶点与对应的核心成分之间有着较强

的相互作用, 推测化合物可能有着一定的潜在活性。

8.2 大补脾汤防治胃癌核心靶点与对应成分的结合

自由能计算 计算化合物与靶点的结合自由能是药物

发现过程中的重要环节。通过计算结合自由能分析每

种作用方式的贡献程度, 深层次地探究核心靶点与对

应的核心成分之间结合亲和力的差异。对应的核心成

分与核心靶点结合自由能数值越小, 表示结合所需能

量越低, 越有利于配体与蛋白的结合。结果如表 1, 代

表性核心成分与受体蛋白之间均有着较低的结合能,

进一步说明了核心成分与各靶点有一定的亲和力。

从结合自由能结果可看出, 甘草素、六氢姜黄素、

麦冬高异黄酮A及红门兰酚与多个靶点均具有较高的

结合自由能, 可能大补脾汤防治胃癌的多靶点成分。

此外, 山柰酚与抗胃癌的成药性靶点 EGFR结合能力

也较好, 可能是大补脾汤针对 EGFR发挥抗胃癌的代

表潜在活性成分。此外, 山柰酚与 EGFR结合自由能

高于 EGFR与其原配体的结合自由能, 进一步提示山

柰酚对于EGFR具有良好的靶向潜力 (表1)。

Figure 9 Binding pattern diagram of representative active ingredients and target protein. A: Liquiritigenin interacts with ABCG2; B:

Liquiritigenin interacts with CDK1; C: Liquiritigenin interacts with CDK2; D: Liquiritigenin interacts with GSK3B; E: Orchinol interacts

with ESR1; F: Orchinol interacts with ESR2; G: Hexahydrocurcumin interacts with AR; H: Hexahydrocurcumin interacts with KDR; I:

Methylophiopogonanone A interacts with CDK4; J: Kaempferol interacts with EGFR. Among them, the yellow dashed line represents the

hydrogen bond interaction, and the red dashed line represents the π-π interaction
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9 分子动力学模拟

分子动力学是一种用于在原子水平上监测蛋白-

配体复合物动力学的方法。与分子对接不同, 分子动

力学模拟可真实地描绘复杂的生物系统。本研究对

EGFR和山柰酚复合物进行 50 ns分子动力学模拟, 研

究其稳定性和构象变化。在分子动力学模拟中, 均方

根偏差 (root-mean-square-deviation, RMSD) 通常用于

评估系统的动态稳定性, 代表了两个分子的距离和构

象差异的整体度量。如图 10A所示, 经过 50 ns的模拟

各体系的RMSD波动值均稳定在一定范围内, 表明在

MD过程中得到了稳定的构象, 体系达到良好的平衡

状态, 可用于进一步分析。

由图 10B、C 可以看出 , 在 50 ns 的模拟过程中 ,

EGFR蛋白结构中的较多氨基酸残基与山柰酚形成了

较长时间的稳定的相互作用, 表明在整个模拟过程中

二者结合得较好。其中, 残基LYS 745、ASN 842、ASP

837、ASP 855在 50 ns模拟过程中通过 Mg2+与山柰酚

形成了较为稳定的相互作用。残基MET 793和GLN

791通过水分子桥与山柰酚结构中的羟基相互作用。

讨论

胃癌在中医里属于“伏梁”、“反胃”、“胃脘痛”、“噎

膈”等范畴, 手术和化疗是临床治疗胃癌最常用的手

段[17]。但胃癌脾胃虚弱贯穿胃癌始终: 癌瘤久存于体

内, 为快速生长不断吸收五脏之精微, 导致五脏之精亏

损, 精不足则无以化气而加重中焦气虚, 虚寒内生, 气血

津液生化乏源, 导致正气亏虚、升降失职, 阴津亏损、燥

热内生, 常常引起患者对手术或化疗的不耐受。因此,

胃癌防治应当辅以健脾温中, 益气养阴。敦煌方大补脾

汤具有健脾温中、益气养阴的功效, 能够对应胃癌患者

的症候特点, 具有胃癌治疗或辅助治疗的理论基础。

结合理论分析, 本研究通过细胞实验证实了大补

脾汤具有抑制胃癌细胞增殖活性的效果。线粒体能

够为肿瘤细胞快速生长提供能量, 是维持细胞生理活

动的关键细胞器[18], 在体外细胞实验中 , 本研究发现

300 μg·mL-1大补脾汤冻干粉溶液能够通过降低 AGS

胃癌细胞线粒体膜电位, 使细胞周期阻滞在G0/G1期,

进一步抑制其增殖能力。生物学实验证实了大补脾汤

具有抑制胃癌细胞的作用, 为进一步的物质基础和机

制探讨提供了前提。考虑到中药复方通常具有多成

分、多靶点的作用机制, 其对胃癌治疗作用可能不仅局

限于对于胃癌细胞的增殖抑制, 因此本研究希望进一

步通过网络药理学研究去解释大补脾汤不同功效配伍

分组的科学内涵。

Figure 10 Molecular dynamics simulation of EGFR and kaempferol. A: The monitored root-mean-square-deviation (RMSD) of the all

atoms with respect to the initial structure during the 50 ns simulation; B: Protein-ligand contact of kaempferol; C: 2D diagram of interaction

between EGFR and kaempferol

Table 1 Energy contribution of binding free energy of potential

active compounds and positive compounds at different targets of

Dabupi Decoction

Target

ABCG2

AR

CDK1

CDK2

CDK4

EGFR

ESR1

ESR2

GSK3B

KDR

Dabupi Decoction

Compound

Liquiritigenin

Hexahydrocurcumin

Liquiritigenin

Liquiritigenin

Methylophiopogo‐

nanone A

Kaempferol

Orchinol

Orchinol

Liquiritigenin

Methylophiopogo‐

nanone A

MM-GBSA/

kcal·mol-1

-65.46

-89.72

-52.22

-52.87

-58.65

-56.90

-75.77

-70.23

-48.19

-66.02

Positive drug

Compound

C30H41N3O5

C18H14F4N2O4S

C17H11F3N4O2

C13H11N3O2

–

C29H26FN5O3S

C25H25F3N2O2

C17H19BrO2

C17H15ClN4O3

C27H19ClFN5O3S

MM-GBSA/

kcal·mol -1

-106.16

-99.20

-71.77

-69.93

–

-47.46

-119.26

-115.66

-74.33

-158.37
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大补脾汤中人参、麦门冬、五味子益气养阴敛汗,

旋覆花降逆止呕, 方中白术、甘草健脾调中, 干姜温脾

胃阳气以助运化。大补脾汤中多为温药, 同时辅以寒、

热药互补调节; 方中甘味药居多, 同时包含了酸、苦、

辛、咸味药, 五味平和; 方中各药多归于脾、胃、肺经, 既

注重表里调节, 也强调母子传变的关系。一方面大补

脾汤通过性、味、归经达到配伍间的平衡, 共同发挥温

中回阳、益气养阴的功效 ; 另一方面基于各药物性、

味、归经的差异, 本课题组认为不同功效配伍的药物

活性成分针对多个靶点、信号通路发挥对胃癌的防治

作用。

围绕该方核心功效, 将大补脾汤药味分为益气组

(人参、甘草、白术)、温中组 (干姜)、养阴组 (麦冬、五味

子) 和降逆组 (旋覆花) 4个功效组, 并以此建立了“药

物-潜在作用成分-潜在靶点-通路”网络 , 并结合

VENN分析发现, 大补脾汤所含 4个功效组富集的通

路主要分布于机体能量代谢、炎症-免疫系统调节和周

期-凋亡功能 3个模块, 各模块间通过共有靶标基因联

结又各有侧重: 益气组、温中组和养阴组侧重于炎症-

免疫调节, 其中PI3K-Akt、T细胞受体、NK细胞介导的

细胞毒性、HIF-1信号通路等可能起到关键作用。胃

癌患者预后与免疫功能紊乱密切相关[19]。除T细胞受

体、NK细胞介导的细胞毒性等调节免疫细胞的信号

通路外 , HIF-1 的激活将诱导肿瘤细胞高表达 CD47,

进而避免受到巨噬细胞攻击[20,21], 而HIF-1的过度活化

会引起 Th17/Treg 失衡以及 T 细胞相关的免疫抑

制[21,22]。因此, 以上信号通路有可能是大补脾汤参与

免疫调节的重要分子机制。温中组、降逆组和益气组

侧重机体能量代谢调节, 其中碳水化合物消化吸收信

号通路、FoxO信号通路、MAPK信号通路等可能发挥

关键作用。肿瘤患者大多存在食物消化吸收障碍等问

题, 尤其是肿瘤术后或化疗, 气阴耗伤, 脾虚失运, 脾胃

不能运化水谷, 机体水谷精微吸收减少, 而脾胃升降失

职加重了患者食欲减退及一系列消化不良的症状。当

机体内正常能量代谢受影响时将影响患者的生存质

量, 甚至关系到生存期[23,24]。大补脾汤能够调理脾胃,

充养气血生化之源。除碳水化合物消化吸收信号通路

外, MAPK信号通路是调节能量代谢的关键通路。在

肿瘤微环境中细胞因子 (如TNFα)、胰岛素、生长因子

(如 IGF1或EGF) 等均能够引起MAPK信号通路异常,

其中最为主要的是影响机体糖异生、糖原合成、蛋白质

合成和脂肪细胞分化[25,26]。此外, FoxO是另一调节糖

代谢的重要通路 , FoxO 作为抑癌蛋白 , 活化的 PI3K-

Akt信号通路通过抑制 FoxO进而抑制葡萄糖 6-磷酸

酶, 减少葡萄糖代谢[27,28]。因此, 大补脾汤发挥温中、

健脾益气、调和脾胃功能的途径可能是基于以上潜在

关键通路调节能量代谢。降逆组、益气组和养阴组侧

重增殖-凋亡功能调节, 其中 p53信号通路、凋亡信号

通路、雌激素信号通路等可能发挥关键作用。Hanahan

等[29]强调生长信号 (self-sufficiency in growth signals)

和凋亡受阻 (resisting cell death) 是肿瘤的重要特征 ,

p53信号通路参与调控细胞周期, 是抑制肿瘤生长的

关键通路, 而凋亡信号通路也密切参与到细胞凋亡的

生理过程[30,31]。雌激素信号通路被认为是促进癌症的

关键信号通路, 其异常表达可以与MAPK、mTOR等信

号通路相互影响, 促进肿瘤细胞的恶性增殖[32,33]。大

补脾汤发挥降逆、益气、养阴功效的途径可能与以上具

有增殖-凋亡调节作用的信号通路相关。

此外, 温中组富集的Ras信号通路, 降逆组富集的

EB病毒感染、幽门螺杆菌感染的上皮细胞信号转导均

是胃癌治疗的关键信号通路[34-36]。结合全方“药物-潜

在作用成分-潜在靶点-通路”网络可进一步发现, 大补

脾汤发挥“温中健脾, 益气养阴”防治胃癌功效主要作

用在机体能量代谢、炎症-免疫系统和周期-凋亡功能

调节 3个方面, 不同的功效配伍药物的多个成分既可

作用于不同的信号通路发挥同一功能调节, 也可作用

于同一信号通路发挥不同的功能调节, 体现了其多点

显效、协同增效的作用特点与多成分、多靶点、多通路

的作用机制。

通过网络预测到大补脾汤 154个潜在活性成分通

过186个靶点参与胃癌防治, 其中关键靶点57个, 基于

复杂网络分析方法对大补脾汤全方及功效分组规律科

学内涵进行初步分析。但仅是在生物数据的基础上对

大补脾汤防治胃癌的潜在活性成分及靶点进行预测,

仍然缺乏针对代表成分或靶点关键性的进一步验证。

而计算机辅助药物设计 (computer-aided drug design,

CADD) 可以高速有效筛选出网络预测出的药物活性

成分, 并从多维度、多层面揭示其可能的靶向分子机

制。分子对接、结合自由能计算及分子动力学模拟等

CADD方法对中药化合物与靶点之间的相互作用方式

和亲和力进行评估, 可为中医复方的现代化挖掘及发

现潜在活性成分提供可靠的支撑[37]。因此, 本研究进

一步采用CADD的技术体系, 首先通过分子对接去评

价药物核心成分与核心靶点结合能力, 发现化合物甘

草素、槲皮素、山柰酚、异鼠李素、麦冬高异黄酮A等对

各个靶点的结合均较好 , ABCG2、AR、EGFR、ESR1、

GSK3β等靶点与各个潜在活性化合物之间的亲和力

较好; 然后, 进一步分析化合物与靶点的结合模式及与

周围氨基酸残基的相互作用, 同时针对核心靶点与对

应成分的结合自由能计算的结果也进一步提示, 以上
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核心靶点与对应的活性成分有较稳定的结合模式和较

好的结合力。ESR1[38]、AR[39]、EGFR[40,41]、ABCG2[42]、

GSK3β[15]均已被证实与胃癌的发生发展密切相关, 在

经典的新加坡-杜克 (Singapore-Duke)[40]、癌症基因组

图谱 (TCGA)[41]胃癌分子分型中, EGFR突变被认为是

诱导胃癌发生的重要原因。而关于这些靶点也有大量

靶向抗肿瘤药物的研发并应用于临床: 奥希替尼、阿法

替尼和吉非替尼等药物已被应用于EGFR突变的肿瘤

治疗中[43]。此外, ESR1拮抗剂氟维司琼也应用于乳腺

癌的治疗中[44]。而在已被筛选出来的化合物中甘草

素[45]已被证实能够抑制非小细胞、结直肠癌增殖, 异鼠

李素[10]和槲皮素[46]能够诱导胃癌细胞凋亡, 山柰酚[47]

可抑制胃癌细胞增殖。本研究通过结合自由能计算发

现, 山柰酚与抗胃癌的成药性靶点 EGFR有较好结合

能力, 并进一步进行了分子动力学模拟证实两者具有

较好的结合稳定性, 因此, 大补脾汤中代表成分山柰酚

可能通过靶向 EGFR 发挥抗胃癌作用。本研究通过

CADD的方法一方面整体验证了网络分析结果的可靠

性; 另一方面分析到的关键靶点确实在调控肿瘤发生

发展中具有重要意义, 而相关成分也被实验证明了具

有调节肿瘤的活性, 证实了通路分析结果具有一定的

参考性。

综上, 本研究首先通过体外实验证实了大补脾汤

具有抑制胃癌细胞增殖活性的作用, 然后基于不同的

功效配伍分组建立了“中药-潜在活性成分-关键靶点-

通路”网络, 初步阐明了大补脾汤中 4个功效组多点显

效、协同增效的科学内涵, 最后通过 CADD技术进一

步探讨了大补脾汤辅助胃癌治疗的多成分、多靶点、多

通路作用机制。本研究以中医理论为基础, 基于计算

机辅助药物设计结合复杂网络分析策略初步揭示了大

补脾汤辅助防治胃癌的物质基础和分子机制, 并探讨

了大补脾汤不同功效组协同防治胃癌的科学内涵, 为

大补脾汤辅助治疗胃癌的合理性进行了解释, 也为进

一步深入研究包括大补脾汤在内的敦煌医方的科学内

涵提供了研究模式的参考。
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